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İmmünohistokimyasal Dağılımı*
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Akdeniz Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı, 07070 Antalya–TÜRKİYE
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Özet: Transforme–edici gelişim faktörü alfa’nın (TGFα) saf olarak elde edilmesinden bu yana, çeşitli
dokulardaki yerleşimi belirlenmesine çalışılmıştır. Deney modelinde siklik dönemlerin karmaşıklığı
sonucu TGFα’nın sistemdeki dağılımını belirlemek kolay olmamaktadır. Özellikle sıçan ovaryumundaki
yerleşiminin gebelik öncesi ve gebelik süreci boyunca durumu tam belirlenememiştir. Ayrıca, değişik ara
filaman proteinlerinden laminin, fibronektin ve hücre–içi desminin bu süreç içinde TGFα ile herhangi
bir etkileşime girip girmediği hakkında kaynak kıtlığı, konuyu tartışmaya açık tutmaktadır.
Bu proteinlere özgü monoklonal/poliklonal antikorlar kullanılarak, farklı eşeysel dönemlerde sıçan
ovaryal dokularında varlıklarını ve hücresel dağılımını açıklığa kavuşturmak amacıyla
immünositokimyasal teknikler uygulandı.
Sonuçlarımız, ovaryal dokunun hem TGFα hem de ara filaman proteinleri için immüno boyandığını
göstermektedir. TGFα primordiyaldan Graaf folikülüne kadar tüm folikülogenetik aşamalarda
immünoreaktivite göstermesine karşın, stromal elemanlarda bu reaksiyon gözlenemedi. Desmin,
seyrek olarak bazı stromaL hücrelerde, kan damarları duvarlarında ve ondokuz günlük gebe
ovaryumunda gelişmekte olan foliküllerin çevresinde belirlendi. Laminin, teka hücreleri ve damar
endoteli bazal laminalarında yerleşikti. Fibronektin immünoreaktivitesi, luteal hücrelerin çevresinde
yaygın olarak bulundu.
Bu çalışmanın sonuçları sıçan ovaryal dokusunda menstrüal döngünün değişik fazlarında TGFα ve ara
filaman proteinlerinin immüno–yerleşimini, bu dokudaki yaygın varlıklarını ve sıçan ovaryal
fonksiyonunda önemli rollerinin olduğunu destekler niteliktedir.
Anahtar Sözcükler: Sıçan, ovaryum, transforme–edici gelişim faktörü alfa (TGFα), laminin, desmin,
fibronektin, immünohistokimya.

Immunohistochemical Distribution of Transforming Growth Factor Alpha,
Laminin, Fibronectin and Desmin in Rat Ovary
Abstract: Since the pure synthesis of transforming growth facto alpha (TGFα) many attempts have
been made in order to determine its distribution in various tissues. As a result of the complexitiy of
the cyclic periods throughout experimental models, it is not easy to determine the distribution of TGFα
in the system. Especially the pre–and through–gestational pattern of TGFα in rat ovary has not been
reported fully. Furthermore, the shortage of literature about intracellular desmin and laminin,
fibronectin of different intermediate filaments whether they have any interaction with TGFα through
this period, makes the subject worth discussing.
* Bu çalışma Gökhan Akkoyunlu’nun master tezinden özetlenmiş ve Akdeniz Üniversitesi Araştırma Fonu (proje no:
96.03.0122.02) tarafından desteklenmiştir.
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Immunocytochemical techniques were utilized in order to elucidate the presence and cellular
distribution in rat ovarian tissues of different reproductive stages using monoclonal/polyclonal
antibodies against these proteins.
Our results indicate that the rat ovarial tissue was immunostained for both TGFα and intermediate
filaments. Although TGFα was immunoreactive for all stages from primordial to Graafian follicles, this
reaction was not present in stromal elements. Desmin was localized sparsely through some stromal
cells, blood vessel walls and around developing follicles of day nineteen pregnant rat ovary. Laminin
was localized at the basal laminae of thecal cells and blood vessel endothelia. Fibronectin
immunoreactivity was observed commonly around the luteal cells.
The results of this study show evidence for the immunolocalization of TGFα and intermediate filaments
in rat ovarian tissue in various phases of the menstrual cycle which indicate their presence in this tissue
and suggest a role in rat ovarian function.
Key Words: Rat, ovary, transforming growth factor alpha (TGFα), laminin, desmin, fibronectin,
immunohistochemistry.

Giriş
Memelilerde üreme fonksiyonunun gerçekleştirilmesinde vazgeçilmez öneme sahip olan
ovaryumlardaki foliküllerin gelişmesi, bir yandan döllenme yeteneği olan ovumu üretirken diğer
yandan da üreme sisteminin belli bölgelerinde eş zamanlı değişim ve gelişmeleri sağlar (1).
Greenwald’in (1, 2) çarpıcı bir şekilde ortaya koyduğu gibi, ‘Ovaryal fizyolojide en çok merak
uyandıran gizlerden biri; bir folikülün sakin kalırken, bir diğerinin gelişmeye başlamasını fakat
sonra atretik olmasını, bir üçüncüsünün ise bu sırada olgunlaşıp ovulasyona uğramasını belirleyen
faktörlerin ne olduğu...’dur.
Sıçanda, gebeliğin ondördüncü gününe değin 600 µm’ye kadar sağlıklı foliküller bulunur,
fakat onaltı ve onsekizinci günlerde en geniş antral foliküller 400–500 µm çaptadır. Daha büyük
foliküllerin farklılaşması yirminci günde başlar ve yirmi ikinci ile yirmi üçüncü günde (doğumda)
600 µm’den daha büyük çaplılarla sonlanır. Böylece, gebeliğin çoğu süresince orta ve geniş
büyüklüklerde foliküller bulunmasına rağmen bunlar ‘fizyolojik olarak olgunlaşmamışlardır’ (3).
TGFα ve β, epidermal gelişim faktörü (EGF) benzeri polipeptidlerdir ve transforme olmamış
hücrelerin tutunma–bağımsız gelişimini uyarırlar. TGFα,EGF reseptörüne bağlanır fakat
anti–EGF antikorlarına tutunmaz (4). Bunlar gözönüne alınınca, 7.5 günlük fare embriyosunda
(5) ve insan normal term plasentasında (6) yüksek bir özgüllüktedir. TGFα, EGF reseptörüne
bağlanabildiği için, orta–gebelikteki embriyonun TGFα‘ya otokrin yolla yanıt verdiği söylenebilir.
Organizmada, gebelik öncesi ve sonrası dönemler süresince ovaryumun değişik bölgelerinde
ve değişik süreçlerde görüldüğü ifade edilen bu proteinlerin üreme fonksiyonunun
gerçekleştirilebilmesi için ne denli önemli olabileceği açıktır. Daha önce yapılan çalışmalardan
edindiğimiz izlenime göre; sözü edilen bu proteinlerin ovaryumun hangi bölgelerinde lokalize
olduğu ve herbir proteinin gebeliğin hangi döneminden sonra görülmeye başladığı hala
yanıtlanması gereken bir soru özelliğini korumaktadır (7).
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Lipner’in (8) tanımlamasında, damarsal yapılarıyla teka interna, granuloza tabakasından
lamina propriya ile ayrılmaktadır. Bu amorf yapıdaki sınır, tip IV kollajen, fibronektin ve heparan
sülfat proteoglikandan oluşmaktadır. İnsan koriyonik gonadotropini (hCG) ile ovulasyonun
uyarılması, uyarılmış anjiogenik faktörün olası etkisiyle, bu laminanın parçalanmasına ve teka
hücreleriyle kapillerlerin istilasına neden olduğu belirtilmiştir.
Birçok türün ovaryumlarında hem stromal hem de foliküler düz kas belirlenmesi düz kas
elemanlarının –örneğin desmin– ovulasyondaki rolünü araştırmaya yönlendirmiştir. O’shea (9),
tek eksterna ve korpus luteumda; Osvaldo–Decima (10) ise teka eksterna, ara–destok doku ve
artretik foliküllerde düz kas–benzeri hücreler bildirilmişlerdir. Düz kasların kasılması sayesinde
folikül duvarının büzüşerek, yırtılma yerinden folikül içeriğinin boşalmasını kolaylaştırma olasıdır.
Yukarıda verilen bu kaynak bilgiler, ovaryum–içi yönlendirici ve kontrol edici etkenlerin
karmaşık bir kimlik taşıdıklarını gösterir.
Folikül gelişimi ve foliküllerin çevre bağ dokusu ile yakından ilgili olabileceği vurgulanmaya
çalışılan TGFα ve diğer ara filaman proteinlerinden laminin ve fibronektin ile hücre–içi desminin
ovaryumdaki dağılımlarını araştırmanın son derece önemli olabileceği kanısındayız.
Bu nedenle biz bu çalışmada; TGFα, laminin, desmin ve fibronektin dağılımının gebelik öncesi
ve gebelik dönemi süresince sıçan ovaryumunda nasıl bir dağılım gösterdiği ve ortaya çıkış zaman
aralıkları ile hücresel farklılaşma arasındaki ilişkiyi immünohistokimyasal olarak belirlemeyi
amaçladık.
Gereç ve Yöntem
Çalışma, gebelik öncesi ve gebelik döneminde olan 24 adet dişi Rattus norvegicus türü sağlıklı
beyaz sıçan ile yürütüldü. Deney grupları Tablo 1’deki gibi düzenledi. Standardizasyonu sağlamak
amacıyla, incelemeye alınan denekler, her trimesterin son gününden seçildiler.
Araştırmada, gebelik dönemi grubu için, daha önce çiftleşmemiş sağlıklı, ergin dişi (3.5 aylık
ve ortalama 205 gram ağırlığında) ve erkek sıçanlar, iki dişiye bir erkek olmak üzere aynı kafeste
gece boyunca bırakıldıktan sonraki sabah vajinal yayma (smear) yapılarak, spermiyum (+)
olanların gebeliğin 0. gününde oldukları kabul edildi. Gebelik öncesi dönem grubu denekleri ise
aynı yaşta ve aynı laboratuvarda yetişmiş, hiç çiftleşmemiş ve sağlıklı ergin dişilerden seçildi.
Gebelik öncesi normal sıçanlarda östrus dönemlerini belirlemek için vajinal yayma tekniği
kullanıldı (Tablo 2). Vajinal yayma tekniği için Bronson ve arkadaşlarının (11) kriterleri temel
alındı.

Tablo 1.
Gebelik–öncesi Dönem

n (adet)

Hiç çiftleşmemiş ergin
dişi sıçanlar

6

Gebelik Dönemleri
1. trimester (6. gün)
2. trimester (11. gün)
3. trimester (19. gün)

n (adet)
6
6
6

Gebelik öncesi ve
gebelik dönemlerinde
olan deney grupları ve
deneklerin operasyona
alındıkları trimester
günleri.
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Tablo 2.

Gebelik öncesi normal bir sıçanda, östrus döngüsü süresince vajinal yayma ve ovaryumdaki değişiklikler.

Yaymadaki e
hücre
k
tipleri*
l

Ovaryum

Proöstrus

Östrus

DÖNEMLER
Metöstrus–1

+
+
+
Folikül sıvısıyla
dolu geniş
foliküller; yüzey
epiteli ve foliküler
hücrelerde birkaç
mitoz.

+
++
0
Ovulasyon; yüzey
epiteli ve foliküler
hücrelerde aktif
mitozlar.

0
+++
0
İlk korpus luteum
görülür; birçok
folikül atreziye
girer.

Metöstrus–2

Diöstrus

+++
+
+++
0
+++
+
Korpus luteum Dönemin sonuna
gelişir; yüzey
doğru foliküllede
epiteli ve foliküler
hızlı büyüme
hücrelerde mitoz
görülür.
azalır.

*e= epitelyal hücreler, k= keratinize hücreler; l= lökositler; 0= hiç yok; += az sayıda; ++= normal sayıda; +++= çok
sayıda (Bronson, 1996’dan modifiye edilmiştir).

Deneklerin disseksiyon günlerinde, eter anestezisi altında disseke edildi; disseksiyon işlemini
takiben süratle ovaryumlar alınarak soğuk nötral formaline konuldu.
Histolojik ve immünohistokimyasal boyamalar için alınan ve nötral formalinle tesbit edilen
ovaryumlar ışık mikroskobu rutin tekniklerle takip edildikten sonra, elde edilen parafın
bloklarında 5–7 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Doku kesitleri ksilenle parafınden arındırıldı
ve azalan etanol serisinde tekrar sulandırıldı.
İmmünohistokimyasal işlemler Hsu ve arkadaşlarının (12) önerdiği şekilde uygulandı. Özetle,
kesitler fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ile yıkandıktan sonra, kesitlerin endojen peroksidaz
aktiviteleri % 10 metanol içinde % 3’lük hidrojen peroksit (H2O2) içinde 30 dakika muamele
edilerek baskılandı. Normal serumla 30 dakika bloklamanın ardından kesitlere; TGF–α, laminin,
desmin ve fibronektin birincil antikorları 1 saat oda sıcaklığında nemli kutuda uygulandı. İkincil
antikor olarak biotenlenmiş fare ve tavşana karşı geliştirilmiş immünglobulin oda sıcaklığında
nemli ortamda 20 dakika süreyle uygulandı. Pozitif immünoboyanma, avidin–biotin kompleks
tekniği (Signet) ve son kromojen olarak kahverengi bir çökelek oluşturan diaminobenzidine
(DAB) kullanarak görülebilir hale getirildi. Boyanmanın özgünlüğünü belirlemek için negatif
kontrol olarak birincil antikor damlatılmayan kesitlere normal serum damlatıldı. Elde edilen
boyanmış kesitler, Zeiss–Axioplan ışık–mikroskobu ile incelenerek fotoğraflandı. Şekillerin
orijinal büyültmeleri, Objektif büyültmesi X Oküler büyültmesi X Fotooküler büyültmesi (0.25)
şeklinde hesaplandı.
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Bulgular
Gebelik öncesi ve gebelik dönemlerine ait sıçan ovaryum dokuların farklı bölgelerinde, TGFα
ve hücre–içi/dışı matriks proteinleri için farklı bölgelerde farklı yoğunluklarda immünoreaktivite
gözlendi. Sırasıyla, bu gözlemler şöyle özetlenebilir.
TGFα
A Gebelik öncesi dönem;
Kübik/prizmatik yüzey epitelinde kesintisiz bir immünoboyanma vardı. Henüz birincil
aşamaya girmiş tek tabakalı folliküllerin kübik granuloza hücreleri belirgin bir immünoreaktivite
göstermelerine karşın, folikül çevresi bağ dokusu elemanlarında herhangi bir reaktivite
gözlenemedi (Şekil 1).
B Gebelik dönemi;
B.a) 6. gün, gelişmeye devam eden birincil foliküllerde iç granuloza tabakasındaki boyanma
azalırken, dış grunuloza hücre tabakası kuvvetli pozitif reaktivite verdi. Yassı, basık ya da iğ
şekilli teka eksterna hücrelerinde ise, çevredeki diğer fibromusküler hücrelerden ayıran önemli
bir immünoreaktivite yoktu. Atretik foliküller ve yüzey epiteli de pozitifti (Şekil 2). Korpus
luteumun genel yapısı ele alındığında, merkezde yerleşik elemanların herhangi bir reaksiyon
vermedikleri, fakat çevredeki luteal hücrelerin oldukça yoğun boyandıkları dikkat çekti.
B.b) 11. gün, veziküllü ikincil foliküllerde, teka internayı oluşturan hücrelerin oturduğu
yarı–saydam hat (lamina lusida) oldukça belirgindi. İmmünoboyanma açısından, yüzey epiteli ve

Şekil 1.

Gebe olmayan sıçan ovaryumunda yüzey epiteli (e), birincil folikül (bf) çevresindeki hücrelerde belirgin TGFα
boyanması görülmektedir. X25.
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Şekil 2.

6 günlük gebe sıçan ovaryumunda hem granuloza (tek oklar) hem de teka interna hücre tabakalarında (çift
ok) ve yüzey epiteliyle (e), atretik foliküllerde (af) TGFα boyunması. X25.

korpus luteumdaki boyanma düzeni altıncı gündekilere benzedi. Kumulus ovoforus, korona
radiyata ve diğer granuloza hücrelerinin hepsinde aynı yoğunlukta–homojen–boyanmaya
rastlanıldı (Şekil 3).

Şekil 3.
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11 günlük gebe sıçan
ovaryumunda ikincil
folikülde (if) yaygın
TGFα boyanması ve
aktivite göstermeyen
yarı–saydam lamina
lusida (tek oklar)
görülüyor. X 50.
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B.c) 19. gün, korpus luteumda benzer immünoboyanma gözlenmekteydi. Bu dönemde
immünoboyanmanın birincil foliküllerin barındırdıkları ovositlerin nükleusları etrafında
yoğunlaştığı ve sitoplazmalarında ağsı bir immünoreaktif görünüm sergilediği ve granuloza hücre
tabakalarında ise eser düzeyde olduğu belirlendi. Yüzey epitelinde boyanma yoktu.
Laminin
A Gebelik öncesi dönem;
Bu dönemde, dokunun tümünde laminin immünoreaktivitesi yaygın olarak izlenmekteydi;
özellikle damar duvarlarında, granuloza hücreleri dış tabakalarında ve kübik–prizmatik yüzey
epiteli bazal laminasında yoğunlaşmıştı (Şekil 4).
B Gebelik dönemi;
B.a) 6. gün, primordiyal ve birincil foliküllerin folikül ve granuloza hücrelerinde boyanma çok
belirgindi. İmmünoreaktivite ikincil folikülün granuloza tabakasının teka interna komşuluğundaki
hücrelerinde ve teka interna hücreleri çevresinde değişik yoğunluklarda gözlendi. Yüzey epiteli
bazal laminası ve damar duvarları yine kuvvetli immünoreaktivite gösterdi. Korpus luteumun
organ yüzeyine bakan tarafında yoğun laminin boyanma görülürken, yüzeyi döşeyen epitelde ya
da bazal laminasında bir kesinti dikkat çekti (Şekil 5).
B.b) 11. gün, laminin boyanması granuloza hücrelerinden çok teka interna hücrelerinde
yoğunlaşmıştı (Şekil 6).

Şekil 4.

Hiç gebe kalmamış sıçan ovaryumunda foliküllerin granuloza (g) ve teka tabakalarında (tek oklar) zayıf,
damar duvarlarında (çift oklar) daha yoğun laminin boyanması izlenmektedir. X25.
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Şekil 5.

6
günlük
gebe
ovaryumuna ait bir
korpus luteumun (kl)
kortikal yüzeyinin en
ucunda yüzey epiteli
bazal laminasında (tek
oklar)
ve
laminin
işaretlenmesinde kesinti.
X50.

Şekil 6.

11 günlük gebe sıçan
ovaryumunda
teka
interna (tek oklar)
hücrelerinde laminin
boyanması. X 25.

B.c) 19. gün, onbirinci günde olduğu gibi kısmen granuloza hücreleri arasında, teka interna
ve diğer çevre stromal hücre–dışı matrikste laminin immünoreaktivitesi görüldü.
Desmin
A Gebelik öncesi dönem
Stromal elemanlar arasındaki bazı hücrelerde çok zayıf, kan damarları duvarındaki
hücrelerde ise yoğun olarak reaktivite gözlendi (Şekil 7). Folikül tiplerinin tümünde granuloza
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Şekil 7.

Gebe olmayan sıçan ovaryumunda çeşitli büyüklükteki damar duvarlarında (tek oklar) desmin
immünoreaktivitesi. X 25.

hücrelerinde hiçbir reaktivite yoktu. Folikül komşuluğundaki aradoku hücresel elemanlarında
seyrek olarak desmin reaktivitesi belirlendi.
B Gebelik dönemi
B.a) 6. gün, foliküllerin çevresindeki teka katmanlarına ait hücresel elemanlarda desmin
immünoboyanmasına rastlanmaktaydı; arter duvarlarında bu yoğunluk fazlaca belirgindi.
B.b) 11. gün, granuloza hücrelerinde ve ven medialarında herhangi bir boyanma
gözlenmezken, arter medialarını oluşturan hücresel elemanlar kesintisiz olarak pozitifti. Teka
katlarının stroma komşuluğunda yerleşik desmin reaktivitesi vardı. Korpus luteumu oluşturan
luteal hücrelerin desmin–pozitivite düzeyi altıncı güne göre daha belirginleşmişti. Luteal hücreler
arasında sitoplazmik uzantılarındaki desmin filamanların pozitif reaksiyonu nedeniyle uzantılı
hücre görünümü ilginçti (Şekil 8).
B.c) 19. gün, luteal hücrelerdeki pozitiflik 11. güne göre azalma eğilimindeydi. Korpus
luteumu ve üçüncül folikülleri çevreleyen teka eksternanın fibromüsküler elemanlarında desmin
boyanması belirgindi. Diğer taraftan gerilemeye başlamış bir üçüncül folikülün medullar
tarafındaki yoğun desmin boyanması korteks tarafına bakan folikülün çevresinde gözlenemedi
(Şekil 9).
Fİbronektin
Tüm gruplarda folikül tiplerinin tabakalarında fibronektin immünoreaktivitesi gözlenemedi.
Fakat aralarında damar adventisyalarının da bulunduğu destek doku elemanlarında farklı
yoğunluklarda fibronektin immünoboyanması vardı (Şekil 10).
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Şekil 8.

11 günlük gebe sıçan ovaryumu korpus luteumunda, luteal hücreler arasında miyofibroblast karakterli
desmin pozitif hücrelerin uzantıları (tek oklar) dikkat çekicidir. X 50.

Şekil 9.

19 günlük gebe sıçan ovaryumunda, folikül sıvısıyla dolu bir ikincil folikülün organın medullasına bakan
yüzündeki teka eksternada yerleşik desmin boyanma (çift ok) kortikal yüzeydekine (tek oklar) oranla daha
yoğun olduğu gözlenmektedir. X25.
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Bununla beraber, altı günlük gebe sıçan ovaryumunda bir korpus luteumu örten yüzey epiteli
bazal laminasında laminin boyanmasındaki düzensizlikle farkedilen kesinti (bkz. Şekil 5), aynı
korpus luteumun seri kesintinde fibronektin için luteal hücre–dışı matrikse ek olarak aynı
yerleşimde koyu kalın bir boyanma hattı olarak izlenmesi ilginç bir bulguydu (Şekil 11).
Tartışma
İnsanda genital siklus; ovaryal siklus ve uterinal siklus olarak birbirini tamamlayan iki
kompleks olaydan oluşmaktadır. Ovaryal siklus ovulasyonla, uterinal siklus da menstruasyonla
kendisini gösterir (13).
Ovaryumda ovogenez ve folikülogenez olaylarında etken rol aldığı belirlenen TGFα’nın, diğer
ara filamanlarla da etkileşebileceği hususu gözardı edilemeyecek bir konudur. TGFα’nın
folikülogenez esnasında diğer ara filamanlarla girdiği etkileşme mekanizmaları tartışmaya açıktır.
Embriyonal büyüme faktörü olarak bilinen TGFα’nın erişkin organizmada bulunan şeklinin
epidermal gelişim faktörü (EGF) olabileceği, ovaryumda EGF’nin granuloza hücrelerinin
proliferasyonu ve differensiyasyonunda rol oynayabileceği ileri sürülmüştür (7). Ovaryumda teka
interna hücreleri tarafından üretilip salınan TGFα’nın, fenotipik değişimin oluşmasını sağladığı,
aynı zamanda bu etkinin geri dönüşümlü olduğu vurgulanmış ve TGFα’nın hem granuloza hem
de teka interna hücrelerinde bulunduğu, oluşan foliküler aktiviteyi yönlendirdiği belirtilmiştir (7).

Şekil 10.

11 günlük gebe sıçan ovaryumunda gelişmekte olan folikülün granuloza tabakalarında (g) fibronektin
reaktivitesi gözlenmezken teka tabakalarında (t), stromal alanlarda (s) yaygın ve yüzey epiteli (e) altında
yoğun fibronektin immünoreaktivitesi izlenmektedir. X 25.
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Şekil 11.

6 günlük gebe sıçan ovaryumuna ait Şekil 5’deki dokunun seri kesitinde luteal hücrelar arasında (tek oklar)
yaygın ve yüzey epitelinde yoğun bir hat (çift oklar) halinde fibronektin boyanması görülmektedir. X 50.

1994 yılında yapılan karşılaştırmalı bir çalışmada (14), ovaryum dokusunda TGFα’nın bir
monoklonal antikoru kullanılarak avidin/biotin immünoperoksidaz tekniği ile, TGFα’nın sitolojik
yerleşimi ve hücresel düzeyleri araştırılmış ve TGFα ekspresyonunun, foliküllerin gelişmesiyle
arttığı ve orta luteal faz sırasında lutein hücrelerinde maksimum düzeye ulaştığı bildirilmiştir.
Diğer bir çalışmada ise (15), bu bulgulara zıt olarak TGFα immünoboyanmasının gelişmiş ve
antruma sahip olan foliküllerde daha yoğun olduğu, foliküler kaynaklı TGFα‘nın foliküler
gelişimin ayarlanmasında bir otokrin/parakrin durumu oluşturabileceği belirtilmiştir.
Ovaryal dokularda, TGFα için immünoboyanma folikülogenez sürecinde folikül elemanları ile
ilişkili olarak farklı derecelerde reaksiyonlar verdiği gösterildi. Bu çalışmada ayrıca, küçük
foliküllerdki granuloza hücre tabakaları TGFα için immünoboyanma gösterirken, teka hücre
tabakalarına ilişkin çok az boyanma olduğu, bu nedenle de folikülogenezde öncelikli olarak
grunuloza hücrelerinin etkin olduğu ve foliküllerin büyüklükleri artarken hem granuloza hem de
teka hücre tabakalarındaki immünoboyanma yoğunluğunun arttığı belirtildi. Bu sonuçlara göre,
folikül büyüklüğü arttıkça hem granuloza hücreleri hem de teka hücrelerinin etkinliklerinin
artarak devam etmesinin bir göstergesi olabileceği vurgulanmıştır. Luteal dokuda hem küçük
hem de geniş hacimli luteal hücrelerin TGFα için immünoboyandığı ve yoğunluğun heriki hücre
tipinde de benzer olduğu ileri sürülmüştür (16).
Gebelik öncesi döneme ait olan deneklerde, TGFα antikoru ile boyanma yoğunluklarındaki
farklılıklarına dayanarak, granuloza hücreleriyle teka internayı oluşturan elemanların ayrımına
yardımcı olacak düzeyde sonuçların alındığı çalışmamızda, TGFα‘nın gebelik sürecine bağlı olarak
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folikülogenezi aşamalı şekilde etkileyebileceği izlenimi edinildi. Farklı eşeysel dönemlerde TGFα
immünoreaktivitesinin sürmesi organın sürekli bir steroidogenik etkinliğe sahip olduğunu
gösterebilir. Bu etkinlik sayesinde farklı zamanlardaki farklı uyarımlara yanıt vermesi
sağlanırken, steroidogenik olmadıkları (16) söylenen stromal ve korpus luteumun luteal olmayan
hücreler ise hücredışı matriks salınımı ile yakından ilgili olabilecekleri söylenebilir.
1995 yılında Zhao ve Luck’nin yaptıkları bir çalışmada (19), foliküllerin bazal membran ve
tekalarında yüksek miktarda laminin immünoreaktivitesi belirlenmiştir. Sürekli ölümsüzleştirilmiş
(immortal), fakat iyi huylu bir sıçan ovaryal yüzey hücre serisi ile yapılan bir başka çalışmada
(20), hücre çoğalmasına yanıt olarak fazla miktarda hücre–dışı matriks (ECM) biriktiği bildiilmiş
ve ECM elemanlarının laminin, fibronektin ve kollajen tiplerinden oluştuğu vurgulanmıştır.
Çalışmamızda laminin immünoreaktivitesinin geniş dağılımlı olduğu şeklindeki bulgularımız
bu proteinin büyük molekül yapısıyla ve bazal laminanın vazgeçilmez elemanlarından olmasıyla
ilişkilendirilebilir. Fibronektin ise destek dokudaki yerleşimiyle parankima–stroma ilişkisini
sağlıyor gibi gözükmektedir. Bulgularımıza göre parankimal folikül hücre tabakaları laminin ile
birbirleriyle ilişkideyken, fibronektin ile de stromal hücrelerle ilişki kurabileceğini söyleyebiliriz.
Seri kesitlerde korpus luteumda gözleyebildiğimiz laminin–fibronektin yerleşimleri, luteal doku
yüzeyinde yenilenmenin fibronektin ile başlayıp, laminin ile de desteklendiğini telkin etmektedir.
Gebelik döneminde olan sıçanlar ile yapılan bir başka çalışmada, hücre–içi iskelet proteini olan
desminin gebeliğin 6. gününden sonra korpus luteumda artmaya başlarken ovaryumdaki
arterlerin düz kas hücrelerinde de artış görüldüğü, dolayısıyla gebeliğin bu döneminde desminin
vasküler dirençle ilgili olabileceği vurgulanmıştır (17). Buna uyumlu olarak insan ovaryumunda
da, özellikle üçüncül foliküller ve korpus luteumlar çevresindeki dağınık stromal hücrelerde
desmin immünoboyanması görüldüğü bildirilmektedir (18).
Sunulan çalışmanın sonuçlarına göre, gebelik dönemi ovaryumunda, sadece arter
medialarında desmin immünoreaktivitesinin gözlenmesi, yapı–işlev bağlamında arterlerin
venlerden farklı olarak gebe ovaryumunda özel bir etkileşme ile ilişkili olduğunu
düşündürmektedir. Nitekim benzer bir orijinal bulgu da, desmin pozitif miyofibroblast hücre
karakterini yansıtan bulgularımızdır. Korpus luteum dokusunda luteal hücreler arasında, desmin
pozitif stiplazmik uzantılı hücrelerin bulunması, miyofibroblastik hücre türevlerinin oluşumunu
çağrıştırmaktadır. Bu bulgulara göre, belli alanlarda kasılabilir hücre topluluklarının gerekli
olduğu söylenebilir. Gebelik korpus luteumunda gözlediğimiz kısa, dağınık, filamentöz hücre–içi
desmin boyanması, Selstam’ın (17) yalancı gebe sıçan ovaryumu korpus luteumunda altıncı
günden sonra tanımladığı yerleşimiyle uyumludur.
Sıçan, maymun ve insan ovaryumlarıdan elde edilen hücrelerin in vitro fonksiyonlarını
desteklemek için geliştirilen serum içermeyen granuloza hücre kültürü ortamı için temel
bileşenlerinden biri fibronektindir (21). Başka bir çalışmada da hücre–dışı matriksin glikoprotein
elemanlarından laminin ve fibronektin ile desteklenmiş ve/veya kaplanmış kültür ortamlarında
geliştirilen sıçan grunuloza hücrelerinin, luteal hücrelere farklılaşması belirgin bir şekilde
hızlandırılabilinmiştir (22).
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Gözlemlerimiz fibronektinin, folikül oluşumu ve gelişimi sırasında grunloza ve teka hücre
elemanlarında bulunmamasına karşın, damar duvarları ve destek doku elemanlarında yoğun
olarak ortaya çıkması nedeniyle, folikül gelişiminde doğrudan fonksiyonunun olmadığını
düşündürmektedir.
Sonuç olarak, çalışılan bu proteinlerin östrus döngüsünün farklı dönemlerinde dereceli olarak
belirlenmeleri, döngü sürecinde farklı etkinliklerinin yanısıra birbirleriyle de etkileşimlere
girebileceklerini göstermektedir. Ayrıca immünofloresan işaretlemelerle birlikte biyokimyasal ve
moleküler biyolojik tekniklerin de kullanılmasıyla bu konuya daha yeni yaklaşımlarda bulunabilir.
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